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The process is used for the screening of molecules from molecule libraries with regard to their individual 
binding behavior towards at least one given ligand. For this purpose the ligands labelled with a fluorescent 
dye are mixed with the molecule library which is in the form of a suspension. The mixture is plated out on 
a two-dimensional substrate (2) after the excess, unbound ligands have been washed out. Then the local 
fluorescence intensities on the substrate are electro-optically identified in a fluorescence microscope (5) 
and electronically discriminated in accordance with given selection criteria. The objects selected and 
localised in this way are then sequentially positioned exactly by a displacement, the coordinates of which 
are controlled by the image calculator, between the substrate (2) and a separation actuator (20, 21 ) and 
are spatially separated from the substrate (2) by the separation actuator (20, 21 ). 
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® Verfahren und Vorrichtung zum Screening von Molekulen bezuglich ihres individuellen Bindungsverhaltens zu 
mindestens einem vorgegebenen Ligand 

® Das Verfahren dient zum Screening von Molekulen aus 7 
Molekulbibliotheken bezuglich ihres individuellen Bin- 
dungsverhaltens zu mindestens einem vorgegebenen Li- 
gand. Zu diesem Zweck werden die mit einem Fluores- 
zenzfarbstoff markierten Liganden mit der in Form einer 
Suspension vorliegenden Molekulbibliothek gemischt. 
Die Mischung wird nach Auswaschung der uberschussi- 
gen, nicht gebundenen Liganden auf ein zweidimensio- 
nales Substrat (2) ausplattiert. Anschliefcend werden in ei- 
nem Fluoreszenzmikroskop (5) die ortlichen Fluoreszenz- 
intensitaten auf dem Substrat elektrooptisch erfaBt und 
nach vorgegebenen Selektionskriterien elektronisch dis- 
kriminiert. Die auf diese Weise selektierten und lokalisier- 
ten Objekte werden danach sequentiell durch eine vom 
Bildrechner koordinatengesteuerte Verschiebung zwi- 

1 schen dem Substrat (2) und einem Separationsaktor (20, 

1 21) ortsgenau positioniert und durch den Separationsak- 

1 tor (20, 21) vom Substrat (2) ortlich getrennt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung 
fur eine optimierte Selektion von Molekulen aus Molekulbi- 
bliotheken hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens gegeniiber 5 
einem oder mehreren vorgegebenen Targetmolekiilen, das 
erstmals eine sehr groBe Vielfalt von Molekulen zu untersu- 
chen gestattet, Auskunft iiber individuelle Bindungsereig- 
nisse gibt und eine schonende Selektion der zu selektieren- 
den Molekule erlaubt. 10 

Die Molekulbibliotheken als Basis fur das erfindungsge- 
maBe Selektionsverfahren werden durch chemische Metho- 
den (kombinatorische Chemie) oder durch biotechnologi- 
sche Methoden im Rahmen der angewandten molekularen 
Evolution (AME) generiert. Die kombinatorische Chemie 15 
nutzt dabei verschiedenartigste chemische Reaktionen zum 
Aufbau von Molekulbibliotheken, wahrend die AME mit 
Hilfe von Mutationsstrategien eine groBe Population von 
unterschiedlichen Biopolymeren erzeugt. Die effiziente Se- 
lektion von an ein spezifisches Target bindende Molekiiie 20 
bzw. Biopolymere ist ein wesentlicher Bestandteil zum Auf- 
finden neuer pharmazeutischer Wirkstoffe (Leitstrukturen) 
und daher von groBer Bedeutung. 

Grundsatzlich sind Verfahren im Rahmen der AME zum 
Protein-Design bekannt und etabliert. Anwendung fand die 25 
evolutive Strategic z. B. in dem Auffinden von Peptid-Li- 
ganden (O'NeU et al., Prot. 14, 509 ( 1 992)) und der Entwick- 
lung hochaffiner maBgeschneiderter Antikorper (Breitling et 
al., Gene 104, 147 (1991), Clackson et al., Nature 352, 624 
(1991), Marks et al., J. Mol. Biol. 222, 581 (1991), Persson, 30 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2432 (1991)). Insbesondere 
das Antikorper-Engineering stellt ein vielversprechendes 
Konzept der angewandten evolutiven Biotechnologie dar. 
Aufgrund ihrer hochselektiven Bindungseigenschaften sind 
Antikorper bedeutende Reagenzien in der Forschung, Dia- 35 
gnostik und Therapie (Piiickthun, J. Anal. Chem. 337, 13 
(1990), Pluckthun, Biotechnology 9, 545 (1991), Little et 
al., Biotech. Adv. Vol. 12, 539 (1994)). 

Neben der Bildung von Molekulbibliotheken durch die 
AME hat sich in letzter Zeit vor allem die Nutzung der kom- 40 
binatorischen Chemie etabliert, die unterschiedlichste che- 
mische Reaktionen zur Synthese der Bibliothek auf festen 
Tragem wie z. B. der von Polymerbeads ausnutzt (D.J. Ek- 
ker, S.T. Crooke, Biotechnology, 1995, 13, 351; R.M.J. Lis- 
kamp, Angew. Chemie, 1994, 106, 661; T. Carell, E.A. Win- 45 
ter, A. Bashir-Hashemi, J. Rebek, Angew. Chemie, 1994, 
106, 2159; J.W. Metzger, K.-H. Wiesmiiller, V. Gnau, J. 
Briinjes, G. Jung, Angew. Chemie, 1993, 105, 901). Exem- 
plarisch sei hier die Festphasensynthese von Benzodiazepi- 
nen durch Hobbs De Witt et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 50 
1993, 60, 6909) erwahnt. 

Als Voraussetzung fur das erfindungsgemaBe Verfahren 
miissen die Molekulbibliotheken tragerbasiert vorliegen. 
Damit wird eine Messung an einer groBen Zahl gleicher Mo- 
lekiiie ermoglicht. Auf diese Weise kann das individuelle 55 
Bindungsverhalten ausreichend charakterisiert werden. Als 
tragerbasiertes System kommen z. B. Bakterien im Rahmen 
der AME oder Polymerbeads im Rahmen der kombinatori- 
schen Chemie in Frage. 

In der Literatur sind Verfahren zur Darstellung von Pro- 60 
teinbibliotheken auf E. coli Bakterien (Hofnung, Meth. En- 
zymol. 134, 77 (1991), Klauser et al., EMBO J. 9, 1991 
(1990), Fuchs et al., Biotechnology 9, 1369 (1991), Fran- 
cisco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 2713 (1992), 
Pugsley, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 12058 (1992)) be- 65 
kannt. Dariiberhinaus wird die Expression auf einer Phagen- 
oberflache (Hoogenboom et al., Immunolog. Reviews 130, 
41 (1992)) beschrieben, die aufgrund der PhagengroBe (« 
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1 um) fur das erfindungsgemaBe Verfahren irrelevant ist. 

Technische Losungen fur Selektionsverfahren zur Sepa- 
rierung von Zellen aus einer groBen Zahl (> 10 6 ) sind mit 
dem FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) und MACS 
(Magnetic Activated Cell Sorter) kommerziell erhaltlich. 

Bei der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung kommen 
elektrostatische Prinzipien zur raumlichen Separation zum 
Einsatz. Ein kommerzieller FACS (Becton & Dickinson: 
FACS tar plus) ist in der Lage, pro Tag ca. 10 8 Zellen se- 
quentiell zu prozessieren. Hierbei ist aber damit zu rechnen, 
daB die nutzbare Sortierrate deutlich unter 100% liegt. Bei 
sehr seltenen Ereignissen in einer Zellpopulation sind je- 
doch hohe Durchsatze wunschenswert von etwa 10 9 Zellen. 

Im Vergleich zum erfindungsgemaBen Verfahren findet 
beim FACS zudem der SortierprozeB unmittelbar nach dem 
MeBprozeB start, so daB bei einer nachtraglichen Korrektur 
der Schwellwerte fur Affinitaten der SortierprozeB als gan- 
zes wiederholt werden miiBte. Damit geht eine weitere me- 
chanische Belastung des Molekultragers bzw. der Bakterien 
einher. 

Bei dem MACS-Sortierverfahren wird die Bindung der 
relevanten Zellen an magnetische Beads ausgenutzt. Im Se- 
parationsschritt werden die in dieser Weise markierten Zel- 
len in der MACS-Saule durch ein inhomogenes Magnetfeld 
zuriickgehalten, wahrend die nichtmarkierten Zellen unge- 
hindert die Saule passieren. Hierbei kann jedoch nur zwi- 
schen magnetischen und nichtmagnetischen Zellen unter- 
schieden werden. Damit erlaubt der MACS eine schnelle 
Bearbeitung groBer Populationen, doch lassen sich keine In- 
formationen iiber individuelle Bindungsereignisse gewin- 
nen. 

Die Separation von Beads in der kombinatorischen Che- 
mie wird ublicherweise in einem manuellen ProzeB durch- 
gefuhrt. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde ein Verfahren 
zu entwickeln, mit dem aus einer groBen Anzahl (10 9 ) von 
Molekulen aus einer Molekulbibliothek einzelne Objekte in- 
nerhalb von 24 h detektiert und separiert werden, die durch 
ihre speziellen Bindungsamnitaten an einen oder mehrere 
vorgegebene Liganden gekennzeichnet sind. Fur die an- 
schlieBende Vermehrung (Amplification) von Bakterien im 
Rahmen der AME, soil die Vitalitat der Bakterienpopuiation 
erhalten bleiben. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein Verfah- 
ren mit folgenden Schritten gelost: 

a) Die zu bindenden Liganden werden mit einem Fluo- 
reszenzfarbstoff markiert und mit der in Form einer 
Suspension vorliegenden Molekulbibliothek gemischt. 

b) Die iiberschtissigen, nicht an Molekule der Mole- 
kulbibliothek gebundenen Liganden werden danach 
ausgewaschen und entfernt. 

c) Diese Mischung wird auf ein zweidimensionales 
Substrat ausplattiert. 

d) Das so beschichtete Substrat wird in ein Fluores- 
zenzmikroskop gebracht. AnschlieBend werden die auf 
dem Substrat beobachteten ortlichen Fluoreszenzinten- 
sitaten elektrooptisch erfaBt und mit Hilfe einer CCD- 
Kamera als Gesamtbild oder schrittweise in Form von 
Teilbildern digital erfaBt und nach vorgegebenen Se- 
lektionskriterien in Form von Schwellwerten elektro- 
nisch diskriminiert, wobei die auf dem Substrat befind- 
lichen, durch eine hohe Bindungsaffinitat der Liganden 
an MolekUle der Molekulbibliothek gekennzeichneten 
und damit die Selektionskriterien erfullenden Objekte 
erkannt und durch Abspeicherung in einem Bildrech- 
ner lokalisiert werden. 

e) Die so selektierten Objekte werden dann sequentiell 
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durch eine vom Bildrechner koordinatengesteuerte, re- 
lative Verschiebung zwischen dem Substrat und einem 
Separation saktor in den Arbeitspunkt des Separations- 
aktors positioniert, vom Substrat entnommen und ort- 
lich getrennt abgelegt. 5 



Der verfahrensgemaBen Identification und Separation 
von Molektilen aus einer Biomolekul-Bibliothek geht vor- 
aus, daB diese Molekiile in ausreichender Anzahl auf der 
Oberflache einer geeigneten biologischen Zelle dargestellt 10 
werden. Hierzu wird die genetische Information fur ein Bio- 
molektil in eine groBe Population von Mikroorganismen 
eingeschleust, welche daraufhin das Biomolekul syntheti- 
sieren. Die Verfahren, welche diese Steuerung eines Mi- 
kroorganismus zur biochemischen Synthese beinhalten, L5 
werden unter dem Begriff Expressions-Systeme zusammen- 
gefaBt. Die Vielfalt der Bibliothek entsteht durch Mutanten- 
vielfalt der eingeschleusten Information. Dabei konnen 
Komplexitaten > 10 9 erzeugt werden. 

Vorteilhaft erfolgt die elektrooptische Erfassung der brtli- 20 
chen Fluoreszenzintensitaten auf dem Substrat mit Hilfe ei- 
ner CCD-Kamera in Form eines Gesamtbildes oder schritt- 
weise in Form von Teilbildern. Das Gesamtbild oder die 
Teilbilder werden dann, gegebenenfalls nach einer Datenre- 
duktion, dem Bildrechner zur Abspeicherung und zur bild- 25 
analytischen Weiterverarbeitung und Auswertung nach den 
vorgegebenen Selektionskriterien zugeleitet. 

Alternativ kann die elektrooptische Erfassung der ortli- 
chen Fluoreszenzintensitaten auf dem Substrat auch mit 
Hilfe eines Laser- Scanners erfolgen, dessen Ausgangssi- 30 
gnale nach den vorgegebenen Selektionskriterien elektro- 
nisch bewertet und in Verbindung mit den zugehorigen Orts- 
koordinaten dem Bildrechner zugefuhrt werden. 

Vorzugsweise werden bei der Bereitstellung einer Biomo- 
lekiilbibliothek als bakterielles Expressionssystem E. coli 35 
Bakterien verwendet. 

Besonders bevorzugt werden zur Bereitstellung einer 
Peptid- und/oder Proteinbibliothek als spezielles bakteriel- 
les Expressionssystem E. cob* Bakterien verwendet, die 
durch genetische Manipulation Variationen von LamB- 40 
Transmembranproteinen exprimieren. 

Neben einer optimierten Selektion und Separation von 
Molekulen aus einer Bibliothek, die von Mikroorganismen 
gebildet werden, betrifft das Verfahren auch die Selektion 
und Separation von Molekulen aus einer mittels chemischen 45 
Methoden hergestellten Molekul-Bibliothek. In der kombi- 
natorischen Chemie werden Molekiilbibliotheken an einer 
festen Phase mittels chemischer Methoden (Reaktionen) er- 
zeugt. Die Vielfalt der Bibliothek entsteht dabei durch die 
Nutzung unterschiedlichster Reaktionen und Reagenzien. 50 
Diese Molekiilbibliotheken werden vorteilhaft auf polyme- 
ren Beads dargestellt. Vorzugsweise werden als polymere 
Trager Kunststoffbeads auf Poly styrol- oder Poly acrylamid- 
basis mit einem Durchmesser von 50 um bis 200 urn einge- 
setzt. 55 

Um mehrere Liganden gleichzeitig untersuchen zu kon- 
nen, werden zweckmaBig verschiedene Liganden mit unter- 
schiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Fur die ver- 
schiedenen Liganden werden die Selektionskriterien in 
Form einer Liste mit den Schwellwerten fur die verschie- 60 
denfarbigen Fluoreszenzintensitaten vorgegeben. 

Eine Weiterentwicklung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens besteht darin, daB die die Molekiilbibliothek tragenden 
Proteine auf den Bakterien oder die Verbindungen aus der 
kombinatorischen Chemie auf den Polymerbeads mit einem 65 
weiteren FluoreszenzfarbstofT markiert werden und die 
Fluoreszenzintensitat der Bindungsstellen als zusatzliches 
Selektionskriterium bei der Bildauswertung beriicksichtigt 
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wird. 

In diesem Fall kann das Verhaltnis der fur den Liganden 
charakteristischen Fluoreszenzintensitat und der fur die Bin- 
dungsstelle charakteristischen Fluoreszenzintensitat als ein 
fur die Bindungsaffinitat maBgebliches Selektionskriterium 
bei der Bildauswertung benutzt werden. 

Die Vorrichtung zur Durchfiihrung des erfindungsgema- 
Ben Verfahren s weist ein inverses Fluoreszenzmikroskop 
und einen Verschiebetisch zur Halterung eines Tragers mit 
der ausplattierten Objektsuspension, sowie mindestens eine 
Lichtquelle zur Fluoreszenzanregung auf und ist erfindungs- 
gemaB dadurch gekennzeichnet, 

a) daB eine aus einer CCD-Kamera oder aus einem La- 
ser-Scanner bestehende elektrooptische Abtasteinrich- 
tung zur Erfassung der ortlichen Fluoreszenzintensita- 
ten der auf dem Substrat ausplattierten Bakteriensus- 
pension vorgesehen ist, die mit einem Bildrechner zur 
Weiterverarbeitung und Speicherung der Fluoreszenz- 
bildinformation verbunden ist, 

b) daB oberhalb des Verschiebetisches ein Separati- 
onsaktor zum Transfer der selektierten Objekte ange- 
ordnet ist, 

c) und daB der Bildrechner die Positionierung des Ver- 
schiebetisches relativ zum Separationsaktor steuert. 

Der Separationsaktor besteht dabei vorteilhaft aus einer in 
einen Mikromanipulator eingebauten, absenkbaren Mikro- 
kapillare. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird dem 
Substrat das Fluoreszenzanregungslicht iiber mindestens ei- 
nen vom Mikroskop-Strahlengang getrennten Lichtleiter zu- 
gefuhrt. Zu diesem Zweck sind zwei verschiedene, in den- 
selben Lichtleiter einkoppelbare Laser mit verschiedenen 
Welleniangen zur Ruoreszenzanregung vorgesehen. 

Zur Vcrmeidung von Artefakten wird das Fluoreszenzmi- 
kroskop einschlieBlich der Beleuchtungseinrichtung und der 
Mikrokapillare in eine Klimakammer eingebaut wird, die 
durch einen wasserdampfgesattigten Luftstrom auf Tempe- 
raturen zwischen 1°C und 10°C gekuhlt wird. Solche Arte- 
fakte konnen z. B. die Vermehrung der Bakterien, Schrumpf 
des Agarosesubstrates und Temperaturschwankungen sein. 

Der Hauptvorteil des beschriebenen Verfahrens besteht in 
der Einzelquantifizierung und -selektion von Bindungskom- 
plexen bei einem gleichzeitig hohen Durchsatz der zu analy- 
sierenden Bindungsereignisse. Dies fuhrt zu einer erhebli- 
chen Reduktion des Zeitaufwandes und der Kosten. Bei bio- 
logischen Objekten wird zudem die Vitalitat der selektierten 
Zellen gewahrt. 

Im Rahmen grundlagenwissenschaftlicher Untersuchun- 
gen kann das Verfahren zur Charakterisierung von Molekul- 
bibliotheken eingesetzt werden. Fiir einen industriellen Ein- 
satz kommt die Leitstruktursuche fiir neuartige Pharmaka in 
Frage. Mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens ist bei 
Etablierung geeigneter Antikorperbibliotheken eine phar- 
makologische Individual-Therapie mbglich, bei der ein 
maBgeschneidertes Medikament fiir den Einzelpatienten an 
einem Tag gefunden, isoliert und vermehrt werden kann. 

Im folgenden wird die Erfindung an Hand von Zeichnun- 
gen und Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 ein planares Substrat mit der ausplattierten Bakte- 
riensuspension, 

Fig. 2 schemadsch eine Selektionsapparatur auf der Basis 
einer CCD-Kamera, 

Fig. 3 schematisch eine Selektionsapparatur auf der Basis 
eines Laser-Scanners, 

Fig. 4 einen Separationsaktor zum Transfer (Trennung) 
der selektierten, charakteristischen Objekte. 
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Die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Selektions- 
und Separationsverfahrens zur Selektion und Separation von 
Molekiilen mit hoher Bindungsaffinitat zu einem Targetmo- 
lekul erfordert die Bereitstellung einer geeigneten Molekiil- 
bibliothek und ein Targetmolekul, das im folgenden als Li- 5 
gand bezeichnet wird. Dies wird nachstehend am Beispiel 
einer Peptidbibliothek beschrieben. Fur die Presentation 
dieser Biomolekiil-Bibliothek werden hier E. coli Bakterien 
verwendet, die durch genetische Manipulation Variationen 
von LamB-Transmembranproteinen exprimieren. Als Li- 10 
gand wird der Acetylcholinrezeptor gewahlt. Im Gegensatz 
zu der weitverbreiteten Phagenmethode bietet das Bakte- 
riensystem aufgrund der Vielzahl gleichartiger Bindungser- 
eignisse auf der Bakterienoberflache den Vorteil, eine Ein- 
zelbetrachtung der Wechselwirkung zwischen peptidtragen- 15 
der Zelle und Rezeptor vorzunehmen. Ein analog es Vorge- 
hen mit Phagen scheidet aufgrund der geringen GroBe der 
Phagenpartikel aus. 

Zu den peptidtragenden Bakterien werden Liganden ge- 
mischt, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. 20 
Hierzu wird beispielsweise der Farbstoff ®Cy5 der Firma 
Biological Detection Systems eingesetzt, der bei 650 nm an- 
geregt wird und bei 670 nm emittiert. Aufgrund der lang- 
welligen Anregung kann das Ruoreszenzsignal weitgehend 
frei von Autofluoreszenz detektiert werden. Da die Anzahl 25 
der Peptide auf der Bakterienoberflache nicht konstant ist, 
wird ein Molekiilabschnitt, der bei samtlichen Peptiden auf 
alien Bakterien gleich ist, spezifisch mit einem weiteren 
Farbstoff markiert, um mit dessen Fluoreszenzsignal ein 
MaB fur die Anzahl der Bindestellen zu erhalten. Aus dem 30 
Verhaltnis der beiden Ruoreszenzintensitaten kann ein MaB 
fur die Bindungsaffinitat des Komplexes angegeben werden. 
Als zweiter Fluoreszenzfarbstoff wird ®FITC der Firma Mo- 
lecular Probes eingesetzt, das bei 490 nm angeregt wird und 
bei 520 nm emittiert. Mit diesen spektralen Charakteristiken 35 
werden die beiden Fluoreszenzsignale ohne gegenseitige 
Beeinflussung gemessen. 

Nach dem Mischen des farbstoffmarkierten Liganden mit 
der Bakteriensuspension (Inkubation) werden die Bakterien 
durch Abzentrifugieren und anschlieBendes Dispergieren in 40 
reiner Pufferlosung gewaschen. Damit verbleiben in der 
Bakteriendispersion nur noch Fluoreszenzfarbstoffe zuriick, 
die sich ausschlieBlich auf der Oberflache der Bakterien be- 
finden. 

Diese Bakteriendispersion 1 wird sodann auf eine auf ei- 45 
nem pianaren Substrat 2 befindlichen Agaroseoberflache mit 
einem Spatel ausplattiert (s. Fig. 1). Die Agaroseoberflache 
ist in der Weise geteilt, daB sich im Randbereich jeweils ge- 
trennte Zonen 3 befinden, auf denen spater die separierten 
Bakterien zu liegen kommen. Diese Agaroseoberflachen 3, 50 
die im Gegensatz zum Substrat Nahrstoffe enthalten, lassen 
sich von dem Substrat 2 durch Abheben trennen. Zur an- 
schlieBenden effizienten Vermessung der Ruoreszenzinten- 
sitaten der auf dem Substrat planar ausgebrachten Bakterien 
wird eine Rachenbelegungsdichte von 10% angestrebt. Bei 55 
einer Population von 10 9 Spezies ergibt sich daraus eine Ge- 
samtflache von 250 cm 2 . 

Fig. 2 zeigt schematisch den Aufbau der gesamten Selek- 
tionsmaschine. Die verfahrenstechnischen Aufgaben liegen 
in der Aufnahme von Ruoreszenzaufnahmen und der an- 60 
schlieBenden Separation von Bakterien, die sich durch vor- 
gegebene, spezifische Bindungseigenschaften auszeichnen. 
Wahrend der Messung sollen Artefakte wie z. B. die Bakte- 
rienvermehrung ausgeschlossen werden. Dies wird durch 
eine Klimakammer 4 bewerkstelligt, die von einem wasser- 65 
dampfgesattigten Luftstrom bei 4°C gekiihlt wird. Der Kem 
der Maschine besteht aus einem inversen Mikroskop 5. Zu 
dem Mikroskop gehoren das Abbildungsobjektiv 6, der Be- 



leuchtungskondensor 7, sowie der Verschiebetisch 8, auf 
dem das Substrat 2 gehaltert wird. Als Lichtquelle fiir die 
Ruoreszenzspektroskopie wird ein Lasermodul 9 einge- 
setzt, das aus zwei Lasern und einer optischen Anordnung 
besteht, die die zwei Laserstrahlen uber elektronische Ver- 
schliisse altemierend in einen Lichtwellenleiter 10 mit einen 
Kerndurchmesser von 200 pm einkoppelt. Zur Anregung 
des Ligandenfluorophors kommt ein Kr-Ionengas laser zum 
Einsatz, der bei einer Wellenlange von 647 nm mit einer 
Leistung von 500 mW betrieben wird. Die zweite Licht- 
quelle fur die Anregung des zweiten Ruorophors an der 
Bindungsstelle auf der Bakterie ist ein Ar-Ionengaslaser, der 
auf eine Emission bei 488 nm und einer vergleichbaren Lei- 
stung eingestellt wird. Am Ende der Faser ist eine Mikroop- 
tik 11 angebracht, die auf der Probe einen Leuchtfleck von 
1.5 mm Durchmesser erzeugt. Die externe Laseranregung 
vermeidet Streulicht und Hintergrundfluoreszenz im Abbil- 
dungsobjektiv 6. Die hohe Laserintensitat erlaubt Belich- 
tungszeiten pro Aufnahme im Bereich von 0.1 bis 1 s. Das 
von dem Substrat 2 emittierte Ruoreszenzlicht wird von ei- 
ner gektihlten CCD-Kamera 12 detektiert. Die Pixelanzahl 
dieses Ruoreszenzbildes betragt 1000*1018, so daB bei ei- 
ner 10-fachen MikroskopvergroBerung mit einer Auflosung 
von 1 .2 um gerechnet werden kann. Dieser Wert ist auf die 
BakteriengroBe abgestimmt, die in diesem Bereich liegt. Vor 
der Kamera 12 befindet sich ein auf die beiden Ruorophore 
abgestimmtes Emissionsfilter. Ober eine hier nicht darge- 
stellte Einrichtung wird die Fokusposition des Objektivs 6 
motorisch nachgeregelt. Eine Vorrichtung zu dieser Nachfo- 
kussierung, die mit einem Ruckreflex einer Oberflache ar- 
beitet, ist z. B. in (G. Bouwhuis et al., p. 75ff, A. Hilger Ltd. 
(UK(US A), 1 985)) beschrieben. 

Zur effektiven Bildauswertung wird noch auf der Ebene 
des Frame Grabber Boards der CCD-Kamera eine Datenre- 
duktion vorgenommen. Die Software ist hierbei auf die De- 
tektion erwartungsgemaB seltener Bindungsereignisse aus- 
gelegt. Unter Zuhilfenahme von Look up Tables (LUT) wird 
zunachst gepriift, ob auf der Ruoreszenzaufhahme der mar- 
kierten Liganden Ruoreszenzsignale oberhalb einer ge- 
wahlten Schwelle Sj liegen. Bei einem positiven Bescheid 
wird die zweite Fluoreszenzaufnahme des Bindungsstellen- 
fluorophors vorgenommen. Nach Berechnung des Quotien- 
ten aus den beiden Signalen werden nur die Pixelkoordina- 
ten samt Quotient auf dem Bildrechner abgespeichert, bei 
denen diese Quotienten oberhalb einer gewahlten Schwelle 
S 2 liegen. Hierzu werden auf dem Frame Grabber Board die 
Zeilen ermittelt, die signifikante Pixel enthalten. Im zweiten 
Schritt werden diese Zeilen auf den Bildrechner transferiert 
und dort nach den signifikanten Pixeln abgesucht. Altemativ 
kann aber auch die gesamte bildanalytische Auswertung des 
Ligandenbildes nach den vorgegebenen Selektionskriterien, 
d. h. die Erkennung und Lokalisierung der auf dem Substrat 
2 befindlichen, durch eine hohe Bindungsaffinitat der Ligan- 
den an die Molekiile der Molekulbibliothek gekennzeichne- 
ten Objekte, allein im Bildrechner erfolgen. Unter "hoher 
Bindungsaffinitat" wird dabei verstanden, daB die Ruores- 
zenzintensitaten dieser Objekte die Selektionskriterien hin- 
sichtlich des oben erwahnten Schwellwertes S 2 erfullen. 

Dem gesamten ProzeB der Ruoreszenzaufnahmen liegt 
die folgende Zeitbetrachtung zu Grunde. Bei einer 10-fa- 
chen VergrbBerung erfaBt die CCD-Kamera ein Bildfenster 
von 1.2*1.2 mm. Mit dem Rachenbedarf flir alle Bakterien 
von 2.5*104 mm 2 mussen 17 400 Rahmen abgearbeitet wer- 
den. Pro Rahmen wird fiir die Auswertung einer Doppel- 
fluoreszenz eine Zykluszeit von 4.1 s abgeschatzt, die eine 
jeweilige Belichtungszeit von 1 s einschlieBt. Die Zeit fur 
die Bewegung des Verschiebetisches ist hierbei beriicksich- 
tigt. Dies fuhrt zu einer Gesamtzeit fur den kompletten Be- 
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lichtungsvorgane von 20 h bzw. zu einem Bearbeitungs- 
durchsatz von 1(? pro Tag und entspricht darnit der Vorgabe. 

Altemativ zur Detektion fiuoreszierender Objekte mit 
Hilfe einer simultanen Fluoreszenzanregung des gesamten 
Mikxoskopgesichtsfeldes und der parallelen Detektion des 5 
Fluoreszenzbildes mit einer CCD Kamera kann auch eine 
punktweise abrasternde Fluoreszenzanregung mit einer La- 
ser-Scan-Einrichtung gewahlt werden. Ein derartiger Auf- 
bau ist schematisch in Fig. 3 dargestellt. Der von einem Ar- 
Kr-Laser 13 mit einer Ausgangsleistung von 20 mW er- 10 
zeugte Laserstrahl 14 wird uber eine Monomode-Iichtleit- 
faser 15 in ein Optikmodul 16 eingekoppelt. In diesem Mo- 
dul 16 wind der anregende Laserstrahl iiber einen dichroi- 
tischen Strahlteiler 17 auf einen x-y-Spiegel 18 gefuhrt. Der 
computergesteuerte Spiegel 18 lenkt den Laserstrahl in der is 
Weise ab, daB der uber das Objektiv 6 zu einem Punkt fokus- 
sierte Laserstrahl die Probenebene in x-y-Richtung abra- 
stert. Die Ortskoordinaten eines fluoreszierenden Objekts 
werden hierbei uber die Steuerparameter des Ablenkspie- 
gels gespeichert. Hierbei sind diese Parameter in eindeutiger 20 
Weise mit dem x-y-Ort des Lasers Lrahls auf der Probenober- 
flache verkntipft. Diese Zuordnung wird in handelsiiblichen 
Scannem ausgenutzt (z. B. Leica TCS4D Scanner, LeicaLa- 
sertechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland). Das von der 
Probe ausgehende Fluoreszenzlicht gelangt iiber das Objek- 25 
tiv 6 und den Ablenkspiegel 18 auf den Strahlteiler 17 und 
wird hier im Gegensatz zum Anregungsstrahl transmittiert. 
Das Fluoreszenzlicht wird hinter dem Strahlteiler 17 in ei- 
nem Detektionsmodul 19 nachgewiesen. Dieses Modul be- 
steht aus einem Pinhole (Lochblende), mit dem Fluores- 30 
zenzlicht auBerhalb der Fokusebene unterdriickt werden 
kann, zwei Photomultipliern fur die zwei Fluoreszenzemis- 
sionen von FTTC und Cy5 und den entsprechenden chroma- 
tischen Filtern. Wahrend des Scanprozesses werden die 
Fluoreszenzintensitaten der markierten Liganden und auch 35 
des Bindungsstellenfluorophors simultan gemessen und 
durcheinander dividiert, so daB keine separate zweite Fluo- 
reszenzaufhahme erforderlich ist. Damit kann der Quotient 
anhand eines Schwellwertes S 2 online diskriminiert werden 
kann und nur die Koordinaten und Intensitaten der Pixel ste- 40 
hen nach erfolgtem Scan im Arbeitsspeicher des Steuer- 
bzw. Auswerterechners, deren Intensitaten oberhalb der ge- 
setzten Schwelle S 2 liegen. Altemativ dazu kann jedoch 
auch das gesamte Bild auf dem Auswerterechner einer Bear- 
beitung nach erfolgtem ScanprozeB unterzogen werden, um 45 
gegebenenfalls nachtraglich mit verschiedenen Schwellwer- 
ten zu diskriminieren. 

Bei einer Scanflache von 2.5* 10 4 mm 2 , einer Gesichts- 
feldgroBe von 1 mm 2 , einer Scandauer von 1.1 s (Zeiss- 
LSM) pro Gesichtsfeld ergibt sich unter Berucksichtigung 50 
der Verschiebung des Probentisches eine Gesamtzeit von 
11 h fur die komplette Fluoreszenzanalyse. 

Nach dem kompletten Scanvorgang der CCD- Kamera 
oder des Laser-Scanners liegt im Speicher des Bildrechners 
eine Liste der Ortskoordinaten von Bakterien mit spezifi- 55 
schen Bindungseigenschaften vor, mit deren Hilfe die Sepa- 
ration der Bakterien vorgenommen wird. Gegebenenfalls 
kann die Anzahl der zu separierenden Bakterien anhand der 
Liste eingeschrankt werden. 

Nachdem das Screening abgeschlossen ist und die Orts- 60 
koordinaten der zu separierenden Bakterien bekannt sind, 
miissen diese mit einem geeignetem Separationsaktor von 
dem Substrat entfernt und auf einem Zielsubstrat abgelegt 
werden. Zu diesem Zweck wird ein auf einer Mikrokapillare 
20 beruhender Separationsaktor eingesetzt. Derartige Sepa- 65 
rationsaktoren sind prinzipiell aus der Patch Clamp Technik 
bekannt. 

In Fig. 4 ist die Apparatur fur den TransferprozeB sche- 
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matisch dargestellt. Die mit Hilfe eines Mikromanipulators 
21 verfahrbare Mikrokapillare 20 wird nun entsprechend der 
im Bildrechner vorliegenden Koordinatenliste nacheinander 
zu den zu selektierenden Bakterien gebracht und exakt ober- 
halb da von positioniert Der Bildrechner fungiert also als 
Steuerrechner fur den Mikromanipulator 21 zum Aufsuchen 
und zur Positionierung der Mikrokapillare 20 am On der 
ausgewahlten Bakterien. Sodann wird die ausgewahlte Bak- 
terie mit der Mikrokapillare 20 von der Substratoberflache 
abgesaugt und auf einem Zielsubstrat wieder ausgebracht. 
Als Zielsubstrat dienen hier die Randzonen 3 auf dem Sub- 
strat 2, die mit Agar- bzw. Agaroseoberflachen prapariert 
sind. Der Durchmesser der Mikrokapillare wird aufgrund 
der angestrebten Manipulation einzemer Bakterien bei einer 
hohen Belegungsdichte an die GroBe der Objekte angepaBt 
und hat demgemaB einen Durchmesser zwischen 2 und 
20 um. 

Fur den Transfer der Bakterien werden vorzugsweise Mi- 
krokapillaren aus einem Spezialglas verwendet, die durch 
einen ZiehprozeB im geschmolzenen Zustand hergestellt 
werden. Fur die zu beschreibenden Experimente werden Bo- 
rosilikatglasrohrchen (Fa. Hilgenberg, Malsfeld, GER) mit 
einem Ausgangsdurchmesser von 1.6 mm eingesetzt. In ei- 
nem dreistufigen ZiehprozeB mit einem handelsiiblichen Pi- 
pettenziehgerat (DMZ Universalpuller, Fa. Zeitz-Instru- 
mente, Munchen, GER) werden Kapillaren mit einer zylin- 
drischen Pipettenform (d. h. nicht zu einer Spitze ausgezo- 
gen) mit einem Offnungsdurchmesser von ca. 6 um an dem 
aufgeschmolzenen Ende hergestellt. Auf der anderen Seite 
bleibt der Ausgangsdurchmesser unverandert erhalten. Fur 
die Reproduzierbarkeit des Transferprozesses insbesondere 
des Aussptilprozesses hat sich diese Pipettenform bewahrt. 

Wie aus Fig. 4 ersichtlich, wird die Mikrokapillare 20 in 
einer Spannzange 22 gehaltert, die an dem Mikromanipula- 
tor 21 montiert ist, der dreidimensional im um-Bereich posi- 
tioniert werden kann und dessen Bewegung vom Bildrech- 
ner gesteuert wird. Solche Manipulatoren sind kommerziell 
erhaltlich. Die Mikrokapillare ist iiber einen Schlauch 23 
mit einer Spritze 24 verbunden, mit deren Hilfe der Kapilla- 
reninnendruck eingestellt wird. Der Druck wird uber einen 
Dreiwegehahn 25 mit einem Druckmesser 26 bestimmt. So- 
wohl der Mikromanipulator 21 als auch die Spritze 24 wer- 
den mit Schrittmotoren, die hier nicht dargestellt sind, mit 
Hilfe des Bildrechners fernbedient. 

Im folgenden wird der Separationsvorgang als interakti- 
ver ProzeB beschrieben. Er kann aber auch computergesteu- 
ert vollautomatisch ablaufen. 

Der gesamte Vorgang des Ansaugens und der Separation 
einer Bakterie (Pickvorgang) unterliegt der visuellen Kon- 
trolle, die durch die Beobachtung mit einer 40-fachen Ver- 
groBerung im Phasenkontrast ermoglicht wird. Von dem Mi- 
kroskop sind hier nur das Objektiv 6 und der Beleuchtungs- 
kondensor 7 dargestellt. Im Hinblick auf den erforderlichen 
Arbeitsabstands des Kondensors 7 von ca. 22 mm zum Ob- 
jekt werden die Mikrokapillaren 20 uber den Erweichungs- 
punkt erhitzt und in der Weise umgebogen, das sie nahezu 
einen 90° Winkel bilden und damit platzsparend unterhalb 
des Kondensors positioniert werden konnen. Auf diese 
Weise kann die Beobachtung des Transferprozesses unge- 
stort stattfinden. Fur die hohe raumliche Auflosung des 
Transferprozesses in der GroBe des Pipettendurchmessers 
(hier 6 um) ist es entscheidend, daB die Pipette senkrecht auf 
das zu pickende Objekt trifft. Damit bildet sich kein Wasser- 
film zwischen Kapillarenwand und Agarsubstrat, der umlie- 
gende Objekte beim TransferprozeB in Mitleidenschaft Zie- 
hen konnte. Zur Vorbereitung des Pickens wird iiber einen 
Unterdruck aus einem VorratsgefaB eine PufFerlosung in die 
Kapiilare 20 eingesogen. Hierbei reicht es aus, daB nur der 
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verjungte Teil der Kapillare mit der Pufferlosung gefiillt ist. 

Nun wird das zu pickende Objekt bzw. die von dem Sub- 
strat 2 zu separierende Bakterie 27 durch die vom Bildrech- 
ner koordinatengesteuerte Bewegung des Mikroskopver- 
schiebetisches 8 unterhalb der Kapillare 20 positioniert. 
Hierbei wird der KapiUareninnendruck auf -300 mbar ge- 
genuber Umgebungsdruck eingestellt. Bei gleichzeitiger 
Mikroskopbeobachtung wird die Kapillare 20 direkt uber 
der zu pickenden Bakterie 27 auf das Agarosesubstrat 2 auf- 
gesetzt. AnschlieBend wird die Mikrokapillare 20 uber die 
Hohenverstellung am Mikromanipulator angehoben und als 
Resultat bleibt im Mikroskopbild die leere Substratflache 
zuriick. Zum Ausspulen der Bakterie 27 wird entweder die 
Mikrokapillare 20 oder der Verschiebetisch 8 zu einer ent- 
sprechenden Stelle auf dem Zielsubstrat gefahren. Hierbei 
wird der Innendruck auf +100 mbar erhoht. Wahrend die 
Kapillare auf das Zielsubstrat (hier die Randzone 3 auf dem 
Substrat 2) aufgesetzt wird, findet der AusspiilprozeG statt. 
Nachdem die Kapillare 20 wiederum von dem Zielsubstrat 3 
abgehoben wurde, wird die ausgespulte Bakterie im Phasen- 
kontrastbild des Mikroskops erneut sichtbar. 

In vier Ausfuhrungsbeispielen wurden jeweils 10 Bakte- 
rien von einem Ausgangssubstrat auf ein Zielsubstrat, das 
NahrstofF enthielt, ubertragen. Nach einer Anwachszeit von 
einigen Tagen bildeten sich in 50 bis 60% der Falle aus den 
einzelnen Bakterien Kolonien. In einem Test der Vitalitats- 
rate der Ausgangspopulation wurde ein Wert von 60% be- 
stimmt, so daB hiermit der TransferprozeB als sehr schonend 
angesehen werden kann. Alternativ konnen die Bakterien in 
eine Flussigkeit z. B. PBS-Puffer ausgebracht werden. 
Diese Flussigkeit kann sich in den Vertiefungen (Wells) von 
handelstiblichen 96- oder 384-Mikrotiterplatten befinden. 

Neben dem unmittelbar nacheinander stattfindenden 
Pick- und AusspiilprozeB wurden auch mehrere Bakterien 
hintereinander gepickt und entsprechend hintereinander 
ausgespult. Diese Prozedur ist vergleichsweise zeitsparend, 
da die Wege zwischen den zu sortierenden Objekten opti- 
miert werden konnen und auch die Druckeinstellung in der 
Kapillare jeweils nur einmal vorgenommen werden muB. 
Der Vorteil in der Verwendung von Bakterien besteht in der 
einfachen Amplifizierung durch regulares Anwachsen. Dar- 
iiber hinaus konnen mit Hilfe der Polymerase Chain Reac- 
tion (PGR) konnen aus einzeln sortierten Bakterien die Gen- 
sequenzen amplifiziert werden, die fur die spezifische Ei- 
genschaft der Bakterien verantwortlich sind. 

Im folgenden wird der gesamte Selektions- und Separati- 
onsprozeB noch einmal im "Oberblick beschrieben. Der erste 
Schritt besteht in der Probenpraparation. Zu der Bakterien- 
dispersion werden fluoreszenzmarkierte Liganden gemischt. 
Nach diesem Inkubationsschritt werden die Bakterien durch 
Abzentrifugieren mit einer Pufferlosung gewaschen. Diese 
Bakteriendispersion wird auf einem planaren Agarosesub- 
strat 2 ausgebracht. Das Substrat 2 wird auf den Verschiebe- 
tisch 8 des inversen Mikroskops 5 gebracht. Der zweite 
Schritt des Selektionsvorgangs besteht nun in der Durchfuh- 
rung der Fluoreszenzaufnahmen. Zu Beginn wird der Ver- 
schiebetisch 8 derart positioniert, daB die linke obere Ecke 
des abzurastemden Probenbereiches im Bildbereich des Mi- 
kroskops zu liegen kommt. Die anschlieBenden Tischver- 
schiebungen folgen einem Maander, der die gesamte Pro- 
benflache abdeckt. Fiir die Fluoreszenzaufnahme wird der 
Laserstrahl mit einem VerschluB zur Anregung der Ligan- 
denfluoreszenz freigegeben und in die Lichtleitfaser 10 ein- 
gekoppelt, um die Probe zu bestrahlen. AnschlieBend wird 
der Aufhahmemodus der CCD-Kamera 12 gestartet. Nach 
Ablauf der Belichtungszeit wird der VerschluB des Laser- 
moduls 9 geschlossen. Auf dem Frame Grabber Board der 
CCD-Kamera 12 wird das Fluoreszenzbild nach Pixeln 



oberhalb der gewahlten Schwelle Sj abgesucht. Falls keine 
Pixel gefunden werden, wird der Tisch an die nachste Posi- 
tion gefahren und der BildaufnahmeprozeB wiederholt sich 
in der beschriebenen Weise. Werden bei der Analyse Pixel 
5 oberhalb der Schwelle detektiert, so wird eine weitere Fluo- 
reszenzaufnahme des Bindesteilenfluorophors bei der glei- 
chen Tischposition ausgefuhrt. Hierzu wird der VerschluB 
des Lasermoduls 9 fur den zweiten Laser geofFnet und die 
Bildaufnahme der CCD-Kamera 12 gestartet. Nach Ab- 
10 schluB der Bildaufnahme wird der VerschluB wieder ge- 
schlossen. Wiederum auf der Ebene des Frame Grabber Bo- 
ards wird der Quotient aus dem Bild der Ligandenfluores- 
zenz und dem Bild der Bindestellenfluoreszenz gebildet. 
Aus dem Quotientenbild werden nun diejenigen Pixel detek- 
15 tiert, die oberhalb der Schwelle S 2 liegen. Die Pixelkoordi- 
naten sowie die zugehorigen Quotientenwerte werden im 
Bildrechner bestimmt, der diese Informationen in einem Da- 
tenfile ablegt. Nach AbschluB dieser Softwareanalyse wird 
die nachste Tischposition angefahren und der Abrasterungs- 
prozeB wiederholt sich zyklisch so lange, bis die gesamte 
Probe fluoreszenzspektroskopisch charakterisiert ist. 

Ist der AbrasterungsprozeB abgeschlossen, so erfolgt nun 
mit der Bakterienseparation der dritte Schritt. Hierzu wird 
anhand der im Bildrechner gespeicherten Pickliste der Ver- 
schiebetisch sukzessive zu den Bakterien gefahren, die sepa- 
riert werden sollen. Sodann wird die Mikrokapillare 20 wird 
auf die selektierte Bakterie 27 abgesenkt und mit Unter- 
druck eingesogen. Nachdem die Kapillare 20 wieder von 
dem Substrat 2 abgehoben worden ist, fahrt der Verschiebe- 
tisch 8 zu den freigehaltenen Zielsubstratftachen 3, wo die 
Bakterie 27 abgesetzt wird. Dazu wird die Kapillare 20 auf 
das Substrat 3 abgesenkt und die Bakterie 27 wird durch den 
eingestellten Uberdruck in der Kapillare 20 ausgespult. Die- 
ser ProzeB wiederholt sich so lange, bis die gesamte Pickli- 
ste abgearbeitet ist. Im Bildrechner sind die Positionen der 
ausgebrachten Bakterien erfaBt, so daB eine spatere Zuord- 
nung gewahrleistet ist. Nach AbschluB der Bakterientrans- 
fers wird das Zielsubstrat 3 mit den separierten Bakterien 
vom Verschiebetisch 8 abgenommen und zur Kultivierung 
der Bakterien in einen Brutschrank gelegt. 

In Analogie zum oben beschriebenen Ausfuhrungsbei- 
spiel aus dem Gebiet der molekularen Evolution kann eine 
Separation von Bindungsereignissen aus Bibliotheken der 
kombinatorischen Chemie, die sich auf Polymerbeads befin- 
den, durchgefuhrt werden. Die Polymerbeads durchlaufen 
einen mehrstufigen chemischen SyntheseprozeB, der zu ei- 
ner Molekulbibliothek fiihrt. Diese ist dadurch gekennzeich- 
net, daB auf der jeweiligen Beadoberflache eine Vielzahl 
gleichartiger Molekiile ausgepragt ist, wahrend die Mole- 
kiilsorten auf unterschiedlichen Beads paarweise verschie- 
den sind. Die Beadsuspension wird wie die Bakteriensus- 
pension mit einem farbstoffmarkierten Liganden gemischt 
und anschlieBend gewaschen. Fiir die Farbstoffmarkierung 
wird hier vorteilhaft ein langwelliger Farbstoff wie etwa 
Cy5 eingesetzt, um die Hintergrundfluoresenz der Beads zu 
reduzieren. AnschlieBend werden die Beads auf eine Agaro- 
seflache aufgebracht und fluoreszenzspektroskopisch in der 
oben beschriebenen Weise analysiert. Fiir den Separations- 
prozeB einzelner Beads wird als Separationsaktor ebenfalls 
eine Glaskapillare eingesetzt, deren Offnungsdurchmesser 
nun aber den Dimensionen der Beads mit einem Durchmes- 
ser von ca. 100 um angepaBt ist. Der SeparationsprozeB 
wird ebenfalls durch Ansaugen einzelner Beads und an- 
schlieBendem Ausspulen auf einem raumlich getrennten 
Substrat bewerkstelligt. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Screening von Molekulen aus Mole- 
kulbibliotheken bezuglich ihres individuellen Bin- 
dungsverhaltens zu mindestens einem vorgegebenen 5 
Ligand und zur Einzelselektion hochaffiner Spezies, 
dadurcb gekennzeichnet, 

a) daB die zu bindenden Liganden mit einem 
Ruoreszenzfarbstoff markiert werden und mit der 

in Form einer Suspension vorliegenden Molekul- 10 
bibliothek gemischt werden, 

b) daB die uberschussigen, nicht an Molekule der 
Molekiilbibliothek gebundenen Liganden ausge- 
waschen und entfernt werden, 

c) daB diese Mischung auf ein zweidimensionales 15 
Substrat (2) ausplattiert wird, 

d) daB das beschichtete Substrat (2) in ein Fluo- 
reszenzmikroskop (5) gebracht wird und die ortli- 
chen Ruoreszenzintensitaten auf dem Substrat (2) 
elektrooptisch erfaBt und nach vorgegebenen Se- 20 
lektionskriterien in Form von Schwellwerten 
elektronisch diskriminiert werden, wobei die auf 
dem Substrat (2) befindlichen, durch eine hohe 
Bindungsaffinitat der Liganden an Molekule der 
Molekiilbibliothek gekennzeichneten und damit 25 
die Selektionskriterien erfullenden Objekte er- 
kannt und durch Abspeicherung in einem Biid- 
rechner lokalisiert werden, 

e) daB diese Objekte sequentiell durch eine vom 
Bildrechner koordinatengesteuerte, relative Ver- 30 
schiebung zwischen dem Substrat (2) und einem 
Separationsaktor (20, 21) in den Arbeitspunkt des 
Separationsaktors (20, 21) positioniert und durch 
den Separationsaktor (20, 21) vom Substrat (2) 
entnommen und ortlich getrennt werden. 35 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die elektrooptische Erfassung der ortlichen 
Fluoreszenzintensitaten auf dem Substrat (2) mit Hilfe 
einer CCD-Kamera (12) als Gesamtbild oder schritt- 
weise in Form von Teilbiidern erfolgt und das Gesamt- 40 
bild oder die Teilbilder, gegebenenfalls nach einer Da- 
tenreduktion, dem Bildrechner zur Abspeicherung und 
zur bildanalytischen Weiterverarbeitung und Auswer- 
tung nach den vorgegebenen Selektionskriterien zuge- 
leitet werden. 45 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die elektrooptische Erfassung der ortlichen 
Fluoreszenzintensitaten auf dem Substrat (2) mit Hilfe 
eines Laser-Scanners (13, 15, 16) erfolgt, dessen Aus- 
gangssignale nach den vorgegebenen Selektionskrite- 50 
rien elektronisch bewertet und in Verbindung mit den 
zugehorigen Ortskoordinaten dem Bildrechner zuge- 
fuhrt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Bereitstellung einer Molekiilbiblio- 55 
thek als bakterielles Expressionssystem E. coli Bakte- 
rien verwendet werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4 dadurch gekennzeich- 
net, daB zur Bereitstellung einer Peptid- und/oder Pro- 
teinbibliothek als spezielles bakterielles Expressions- 60 
system E. coli Bakterien verwendet werden, die durch 
genetische Manipulation Variationen von LamB- 
Transmembranproteine exprimieren. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Herstellung einer Molekulbibliothek 65 
Methoden der kombinatorischen Chemie verwendet 
werden und demzufolge die Molekulbibliotheken auf 
polymeren Beads dargestellt werden. 



7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB verschiedene Liganden mit unterschiedli- 
chen FluoreszenzfarbstofTen markiert werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB fur die verschiedenen Liganden als Selektions- 
kriterien eine Liste von Schwellwerten fur die Fluores- 
zenzintensitaten vorgegeben wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die die Molekulbibliothek tragenden Pro- 
teine auf den Bakterien oder Verbindungen aus der 
kombinatorischen Chemie auf Polymerbeads mit ei- 
nem weiteren Ruoreszenzfarbstoff markiert werden 
und die Fluoreszenzintensitat der Bindungsstellen als 
zusatzliches Selektionskriterium bei der Bildauswer- 
tung beriicksichtigt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Verhaltnis aus der fur den Liganden cha- 
rakteristischen Ruoreszenzintensitat und der fur die 
Bindungsstelle charakteristischen Ruoreszenzintensi- 
tat als ein fur die Bindungsaffinitat maBgebliches Se- 
lektionskriterium bei der Bildauswertung beriicksich- 
tigt wird. 

11. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens 
nach Anspruch 1 bis 8, ausgehend von einem inversen 
Ruoreszenzmikroskop (5) und einem Verschiebetisch 
(8) zur Halterung eines Tragers (2) mit der ausplattier- 
ten Objektsuspension, sowie mindestens einer Licht- 
quelle (9) zur Ruoreszenzanregung dadurch gekenn- 
zeichnet, 

a) daB eine aus einer CCD-Kamera (12) oder aus 
einem Laser-Scanner (13, 15, 16) bestehende 
elektrooptische Abtasteinrichtung zur Erfassung 
der ortlichen Ruoreszenzintensitaten der ausplat- 
tierten Bakteriensuspension vorgesehen ist, die 
mit einem Bildrechner zur Weiterverarbeitung 
und Speicherung der Ruoreszenzbildinformation 
verbunden ist, 

b) daB oberhalb des Verschiebetisches (8) ein Se- 
parationsaktor (20, 21) zum Transfer der selektier- 
ten Objekte angeordnet ist 

c) und dafi der Bildrechner die Positionierung des 
Verschiebetisches (8) relativ zum Separationsak- 
tor (20, 21) steuert. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Separationsaktor (20, 21) aus einer 
mit einem Mikromanipulator (21) verbundenen, ab- 
senkbaren Mikrokapillare (20) besteht. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 11 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB dem Substrat (2) das Ruoreszenzan- 
regungslicht iiber mindestens einen vom Mikroskop- 
Strahlengang getrennten Lichtleiter (10) zugefuhrt 
wird. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zwei verschiedenene, in denselben Licht- 
leiter (10) einkoppelbare Laser mit verschiedenen Wei- 
lenlangen zur Fluoreszenzanregung vorgesehen sind. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 11 bis 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Ruoreszenzmikroskop (5) ein- 
schlieBlich der Beleuchtungseinrichtung (7) und der 
Mikrokapillare (13) in eine Klimakammer (4) einge- 
baut ist, die durch einen wasserdampfgesattigten Luft- 
strom auf Temperaturen zwischen 1°C und 10°C ge- 
kiihlt wird. 
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